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Los Disruptores Endocrinos (DEs) son sustancias exógenas que alteran una o más 
funciones del sistema endocrino y consecuentemente causan efectos adversos en la 
salud de un organismo intacto o en su progenie. .  
El presente trabajo se incluye en el proyecto titulado: “Disruptores endocrinos en 
leche materna del Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada 
(BLCHUG)”, que abarca el estudio de compuestos orgánicos persistentes y no 
persistentes en muestras de leche materna, siendo los compuestos no persistentes los 
seleccionados para este estudio. 
Los contaminantes orgánicos no persistentes o “pseudopersistentes” acceden al 
organismo a diario y de manera cotidiana, son rápidamente excretados y contribuyen de 
igual manera a la dosis interna que los compuestos orgánicos persistentes. Entre los más 
relevantes para la salud pública se encuentran: bisfenoles (bisfenol A, F y S); parabenos 
(MP, EP, PP y BP); y benzofenonas (BP-1 a BP-12 y 4-OH-BP).  
La leche materna es el principal alimento en los bebes lactantes y, por tanto, la 
principal vía de exposición a DEs por vía alimentaria. En este contexto, es de crítica 
importancia el desarrollo de metodologías analíticas adecuadas que permitan evaluar la 
exposición de los bebes a diferentes DEs a través de la leche materna.  
 
OBJETIVOS 
El objetivo de este estudio ha sido la puesta a punto y validación de una nueva 
metodología analítica que permita la cuantificación simultánea de bisfenoles, parabenos 
y benzofenonas en muestras de leche humana, que sea adecuada para su aplicación en 
estudios epidemiológicos. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS 
La población reclutada son mujeres donantes del BLCHUG, a las que se les aplicó 
un cuestionario epidemiológico diseñado expresamente para este estudio. 
La técnica de extracción seleccionada para llevar a cabo el tratamiento de muestra 
fue la microextracción dispersiva líquido líquido (DLLME). La cuantificación se realizó 





El tratamiento de muestra desarrollado consta de las siguientes etapas: tratamiento 
enzimático (para determinar el contenido total de compuestos), precipitación de 
proteínas (para eliminar potenciales interferentes) y extracción DLLME. Con objeto de 
obtener un método lo más sensible posible, se llevó a cabo la optimización de las 
principales variables involucradas en la extracción (naturaleza y volumen del disolvente 
extractante y dispersante, tiempo de agitación, pH de la muestra, y porcentaje de sales). 
A continuación se obtuvo la recta de calibración del método desarrollado, obteniendo 
 
una buena linealidad para todos los compuestos estudiados. Entonces se procedió a 
validar el método desarrollado. Los parámetros analíticos obtenidos (límites de 
cuantificación y detección, rango dinámico lineal, linealidad, selectividad y exactitud) 
indicaron que el método desarrollado era perfectamente adecuado para su aplicación a 
muestras de leche materna. Finalmente, el método se aplicó a las primeras 15 muestras 
de leche recolectadas para el proyecto. Todas las muestras dieron positivo para al menos 
uno de los compuestos analizados. El MP fue el compuesto más detectado en las 
muestras de leche analizadas (11/15), seguido de la BP-3 (9/15), PP (6/15), EP (5/15), 
BPA (4/15) y BP y BP-1 (1/15). No se detectaron BPS, BPF, BP-2, BP-6, BP-8 ni 4-
OHBP en ninguna de las muestras analizadas. 
 
CONCLUSIONES 
Se ha puesto a punto y validado un nuevo método analítico, rápido, de bajo coste 
y versátil mediante DLLME, para la determinación de diferentes disruptores endocrinos 
químicos no persistentes (bisfenoles, parabenos y benzofenonas) en muestras de leche 
materna humana. En base a los datos de biomonitorización obtenidos puede afirmarse 
que la exposición humana a disruptores endocrinos es más que significativa, destacando 
el contenido de MP, EP, PP, BP, así como de BPA, BP-1 y BP-3 en leche materna. 
Dado estos resultados, serían necesarias acciones legislativas y de concienciación social 



















































1.1. FUNCIONAMIENTO GENERAL DEL SISTEMA ENDOCRINO 
El sistema endocrino es un conjunto de órganos y tejidos del organismo humano 
que regula numerosas funciones biológicas, entre ellas el desarrollo madurativo del 
individuo, desde la etapa de gestación y crecimiento hasta la maduración cognitiva y las 
funciones reproductivas. Está formado por glándulas y las hormonas segregadas por las 
mismas.  
Las hormonas son mensajeros químicos, que interactúan con uno o varios 
receptores celulares específicos, a través del torrente sanguíneo, desencadenando 
procesos bioquímicos, los cuales regulan todo lo relacionado con las funciones 
biológicas del organismo. 
Las hormonas pueden clasificarse en cuatro grupos químicos: derivados de 
aminoácidos, proteínas, esteroides y eicosanoides [1]. Además, también pueden 
clasificarse dependiendo de su funcionamiento en: organizativas y activacionales. 
Mientras que el primer tipo interviene fundamentalmente durante periodos críticos del 
desarrollo del individuo, induciendo efectos permanentes, el segundo tipo causa sólo 
cambios transitorios o respuestas rápidas, necesarias para el metabolismo en un instante 
concreto. 
 
1.2. DISRUPCIÓN ENDOCRINA 
 Existe una evidencia creciente de que ciertas sustancias químicas, a las que los 
seres humanos estamos expuestos de forma habitual, pueden actuar como disruptores 
endocrinos, es decir, son capaces de alterar la homeostasis normal del sistema 
endocrino, causando un desequilibrio de estrógenos, andrógenos, progestinas, o las 
hormonas tiroideas a través de diversos  mecanismos de acción [2;3].  
Existen muchas definiciones del concepto “Disruptor Endocrino”. La Organización 
Mundial de la Salud lo define como “Sustancia exógena o mezcla que altera una o más 
funciones del sistema endocrino y consecuentemente causa efectos adversos en la salud 
de un organismo intacto o en su progenie” (Organización Mundial de la Salud, 
WHO)[4]. 
De forma análoga, puede decirse que un  DE potencial es aquella sustancia cuyas 
características lo hacen sospechoso de provocar una respuesta disruptora en un 
organismo intacto [5]. 
Se han descritodiferentes mecanismos de acción en disrupción endocrina [6], que 
incluyen: mimetizar la acción de las hormonal naturales, bloquearla e impedir la unión 
hormona-receptor, alterar el patrón natural de síntesis y metabolismo hormonal e 
incluso modificar la intensidad de la respuesta bioquímica desencadenada cuando 
hormona y receptor se unen. Sin embargo, indiferentemente de su actuación, sus efectos 
pueden ser muy perjudiciales en un individuo, principalmente si éste se encuentra en 
una fase crítica de crecimiento y/o desarrollo. De hecho, las primeras etapas del 
desarrollo (embrión, feto, lactancia) son especialmente vulnerables a la acción de los 
DEs, incluso a bajas dosis de exposición [7]. Además, el estudio de la disrupción 
endocrina se hace todavía más complejo si tenemos en cuenta que la exposición a DEs 
puede estar relacionada con patologías con largos períodos de latencia, por lo que sus 
 
efectos definitivos pueden no ser visibles hasta pasados muchos años o incluso 
manifestarse en las siguientes generaciones [8]. 
Actualmente existen infinidad de compuestos cuyo carácter disruptor está 
demostrado o, al menos, es sospechado. La Tabla 1 recoge algunas de las categorías de 
sustancias más estudiadas en los últimos años en lo referente a disrupción endocrina [9]. 
 
  
 Tabla 1. Listado de DEs característicos. 







































































Entre las sustancias con potencial actividad disruptora endocrina encontramos 
una gran cantidad de “compuestos químicos emergentes”, cuya presencia en el medio 
ambiente o sus posibles implicaciones para la salud humana, se han puesto muy 
recientemente de manifiesto. Son compuestos de los cuales se sabe relativamente poco o 
 
nada acerca de su presencia en los distintos compartimentos ambientales y en el ser 
humano y que, por tanto, precisan investigación [10,11]. Dentro de estos contaminantes 
se incluyen pesticidas, productos químicos industriales, productos farmacéuticos, y 
productos de cuidado personal (PCP), la mayoría usados con mucha frecuencia en la 
actualidad. Según esto, el ser humano se encuentra expuesto a los DEs de continuada, 
incluso desde la época fetal [12-15]. La problemática de la exposición se agrava cuando 
ésta se produce durante los inicios de la vida de un individuo, ya que existen ciertas 
evidencias de que podría relacionarse con anomalías en la diferenciación sexual, 
problemas en el desarrollo neurológico y reproductivo, con el riesgo de desarrollo de 
problemas reproductivos y cáncer en el futuro [16]. En la Tabla 2, se presentan los  
posibles efectos que producen los DEs en humanos, según diferentes estudios analíticos 
y epidemiológicos. 
 
Tabla 2. Posibles efectos de los DEs en humanos. 
MUJERES NIÑAS NIÑOS HOMBRES 
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1.3.  DISRUPTORES ENDOCRINOS QUÍMICOS OBJETO DE ESTUDIO 
El presente trabajo fin de master es parte de un proyecto de investigación más 
amplio que lleva por título: “Disruptores endocrinos en leche materna del Banco de 
Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada (BLCHUG)”. El proyecto 
abarca el estudio de compuestos orgánicos persistentes y no persistentes, siendo el 
grupo de no persistentes el seleccionado para este trabajo. 
 
 
1.3.1. Compuestos orgánicos persistentes 
Los Compuestos Orgánicos Persistentes (COPs) se definen como compuestos 
orgánicos de origen natural o antropogénico que resisten a la degradación fotolítica, 
química y biológica [17]. Los COPs se caracterizan por una baja solubilidad en agua y 
alta liposolubilidad, por lo que tienen a acumularse en los tejidos grasos de los 
organismos vivos. 
Existen muchos tipos de COPs, pero en el Convenio de Estocolmo de 2001 se 
decidió incluir doce de estos compuestos en una lista, conocida como la docena sucia, 
como los más importantes debido a su gran toxicidad y uso. Estos son: aldrín, clordano, 
dieldrín, endrín, heptacloro, hexaclorobenceno (HCB), mirex, toxafeno, 
policlorobifenilos (PCBs), diclorodifeniltricloroetano (DDT), dioxinas y furanos. 
Dentro de los efectos de estos compuestos en el ser humano se encuentra: disminución 
inmunitaria, disfunciones neurológicas, disfunciones reproductivas, alteraciones 
hormonales, alteraciones del desarrollo, trastorno neuroconductuales y cáncer [18-25]. 
1.3.2. Contaminantes orgánicos no persistentes 
 Algunos DEs pueden acumularse en el organismo por ser lipófilos y resistentes a 
la degradación, persistiendo generalmente en los tejidos grasos, mientras que otros 
acceden al organismo a diario y de manera cotidiana, son rápidamente excretados 
(pseudopersistentes) y contribuyen igualmente a la dosis interna. De entre los más 
relevantes para la salud pública se encuentran: bisfenoles (bisfenol A, bisfenol F y 
bisfenol S); parabenos y benzofenonas.  
1.3.2.1. Bisfenoles (Bisfenol A, Bisfenol F y Bisfenol S) 
 Los bifenoles son compuestos aromáticos constituidos por dos anillos fenólicos 
que se unen a través de un grupo puente. Entre ellos se encuentran el bisfenol A (BPA), 
bisfenol F (BPF) y bisfenol S (BPS). 
El BPA es uno de los compuestos con carácter disruptor más utilizado en nuestros 
días, puesto que es el monómero principal de gran parte de los plásticos que nos rodean 
[5].En 1923 comenzó a producirse a escala industrial [26]pero no fue hasta 1957cuando 
comenzó su producción masiva [27]. Desde aquel entonces, cada año la demanda de 





Figura 1. Estructura del BPA, BPF y BPS 
 
 El BPA presenta múltiples aplicaciones y su uso principal es la fabricación de las 
resinas epoxi, así como para la obtención de plásticos policarbonato, que poseen gran 
estabilidad mecánica y térmica, además de muy buena transparencia [29]. Otra de sus 









Figura 3. Distribución de los usos del bisfenol A en Europa por sectores. (Demanda 
global de policarbonato de 3.4 millones de toneladas en 2010) 
 
 
Se han observado una serie de dianas y posibles mecanismos de acción del BPA 
en el organismo humano, entre los que se incluyen los siguientes:  
 
- Capacidad para unirse a los receptores hormonales estrogénicos y 
competir con los estrógenos naturales. [30-32]. 
- Interacción con sistemas enzimáticos reguladores del balance hormonal 
[33].  
- Actividad antiandrogénica. El BPA puede inhibir las respuestas asociadas 
a hormonas androgénicas como la dihidrotetosterona (DHT) asociándose con los 
receptores androgénicos y evitando así la unión DHT-receptor [34]. 
Se ha relacionado a este compuesto con diferentes anomalías y problemas de 
salud, como son: daños sobre la capacidad y el desarrollo reproductivos de las especies 
[35, 36], numerosas anomalías neuroendocrinas [37]; alteraciones fisiológicas y 
estructurales del cerebro [38].Además se le relaciona con la inhibiciónde los fenotipos 
masculinos y de la espermatogénesis [39] y el incremento en la masa del tejido uterino y 
endometrio. 
La principal vía de exposición al BPA es la alimentaria [40]. Se ha demostrado 
que  uno de los principales medios de exposición a este compuesto es a través de las 
envases de policarbonato [41]. Así,ha quedado demostrado que la concentración de 
BPA en orina puede incrementar en un 66% después de la toma de sustancias 
almacenadas en este tipo de envases [42].  
La temperatura, el pH, el tiempo de contacto entre el alimento y el envase, la 
cantidad de revestimiento del mismo, así como las condiciones de fabricación y 
procesamiento del recipiente van a favorecer la absorción de BPA por los alimentos [43, 
44].  
 
Debemos de tener en cuenta que existen otras fuentes de exposición a BPA, de las 
cuales la población no es consciente. Una de estas fuentes es el polvo. El registro más 
elevado se encuentra en entornos de trabajo como laboratorios [45] y oficinas [46], 
debido al tipo de materiales usados en estos lugares. Otra fuente de exposición a BPA es 
el contacto dérmico con papel térmico (cajeros de centros comerciales y similares), 
debido a la presencia de BPA en los componentes del mismo [47].  
El BPA se usa en la polimerización de los empastes dentales de composite, así 
como en algunos útiles médicos, como sondas nasogástricas y respiradores automáticos. 
Se han realizado estudios como el de Calafat y colaboradores, en los que queda 
demostrado el riesgo de exposición a BPA tras un tratamiento médico en el que se 
usaban los citados materiales  [48]. 
La creciente preocupación sobre la capacidad disruptora endocrina del BPA y sus 
posibles efectos en la salud humana ha resultado en la búsqueda de sustitutos para este 
compuesto. Dentro de estos sustitutos se encuentran análogos estructurales como el BPS 
y BPF, bisfenoles como el BPA, y que por tanto podrían tener efectos fisiológicos 
parecidos al BPA en el organismo. 
El BPS se usa en una gran variedad de aplicaciones industriales. Se utiliza como 
monómero en polímeros sintéticos como la polietersulfona (PES) y polisulfona (PSU). 
El PES ha reemplazado a los policarbonatos basados en BPA en los biberones de 
plástico. Además el BPS se usa también en papeles térmicos, cartón reciclado para 
alimentos y en pegamentos de secado rápido. Por su parte, el BPF se usa en una gran 
variedad de productos de consumo como barnices, lacas, adhesivos, y empaquetados de 
comida. A pesar de que el BPS y BPF fueron creados para sustituir al BPA y así evitar 
los efectos dañinos del mismo, numerosos estudios afirman que BPS y BPF son tan 
activos hormonalmente como el BPA y por tanto son capaces de actuar como 
disruptores endocrinos [49]  
1.3.2.2. Parabenos 
Los parabenos (PBs) conforman el grupo de homólogos de ésteres del ácido p-
hidroxibenzoico. Estos compuestos son sólidos inodoros, blanquecinos, relativamente 




Figura 4.Estructura Parabenos. 
 
La utilidad principal de los PBs es la de conservantes en las industrias alimentaria, 
cosmética y farmacéutica [51]. Aunque la capacidad antimicrobiana de los parabenos es 
 









Figura 5. Principales usos y aplicaciones de los parabenos 
 
Por ser los más empleados a nivel industrial, los parabenos seleccionados para su 
estudio en este trabajo son: metilparabeno (MP), etilparabeno (EP)propilparabeno (PP) 






Figura 6. Estructura química de los parabenos objeto de estudio 
 
A finales de los años 90 comenzó la investigaciónsobre el carácter disruptor de 
estos compuestos [52]. Hoy en día numerosos estudios han obtenido importantes 
conclusiones que avalan la inclusión de los PBs dentro del grupo de DEs. En concreto, 
estudios in vitro han evidenciado una serie de efectos sobre la salud derivados de la 
exposición a estos contaminantes: 
 
- Competencia con los estrógenos naturales. La longitud de la cadena 
alquílica juega un papel importante en este comportamiento, siendo el BP el que mayor 
estrogenicidad posee [53, 54]. 
- Proliferación tumoral. Hay estudios que han demostrado que estos 
compuestos provocan la proliferación de las células MCF-7 [55]. 
- Interacciones con los sistemas enzimáticos de regulación del balance 
hormonal. La aplicación cutánea de PBs provoca una disfunción de las enzimas 
sulfotransferasas de la piel, por lo cual el estradiol, una vez que se une a los receptores y 
desencadena la repuesta endocrina, no puede transportarse y salir de estos tejidos [56]. 
- Actividad antiandrogénica. El MPB, PPB y BPB son capaces de 




Las benzofenonas (BPs) son una familia de compuestos empleados en la industria 
como filtros de la radiación ultravioleta. Las más utilizados son las denominados desde 
benzofenona 1 (BP-1) a benzofenona 12(BP-12), aunque existen otras menos habituales 
como la 2-hidroxibenzofenona(2-OHBP), la 3-hidroxibenzofenona (3-OHBP) y la 4-
hidroxibenzofenona (4-OHBP), con una menor aplicación industrial.  
 
 
Figura 7. Estructura de las benzofenonas. 
 
Desde un punto de vista físico-químico, se trata de cetonas aromáticas con olor a 
rosa. Su naturaleza química las hace especialmente eficaces en la absorción de luz 
ultravioleta (λ: 280 - 400 nm), ya que son capaces de absorberla y disiparla en forma de 

























Figura 9. Estructura de las benzofenonas objeto de estudio 
Estos compuestos, aunque raramente producen reacciones alérgicas o irritaciones 
y aparentemente son carentes de toxicidad, son capaces de bioacumularse en los 
organismos vivos [57-60]. Desde mediados de los años 90 diferentes estudios han 
demostrado el carácter disruptor de estos compuestos, evidenciando los siguientes 
efectos derivados de la exposición a los mismos: 
-Competencia con los estrógenos naturales. El trabajo desarrollado por Molina-
Molina y colaboradores[61], demuestra que las BPs son capaces de unirse a receptores 
estrogénicos y desencadenar la respuesta asociada a dicha unión. En este mismo estudio 
se demostró que estos compuestoseran capaces de desplazar el estradiol unido a su 
receptor. 
-Actividad antiandrogénica. Existen diversos trabajos de investigación queponen 
de manifiesto la capacidad de las BPs para inhibir la actividad propia de la 
dihidrotestosterona[62]. 
-Proliferación de células tumorales. Ha quedado demostrado que las BPs 
favorecen el desarrollo de colonias celulares cancerosas como las MCF-7 [62]. 
 
1.4.  LECHE MATERNA  
 
La leche materna constituye el principal alimento en los bebes lactantes y, por 
tanto, la principal vía de exposición a sustancias químicas por vía alimentaria [50, 63-
66]. De hecho, se estima que es un buen biomarcador de la exposición del lactante y ha 
sido ampliamente usada en estudios de biomonitorización ya que el muestreo es no 
invasivo y los volúmenes disponibles de muestra son relativamente grandes [67].  
Como se ha mencionado a lo largo de la Introducción, la exposición a DEs, 
aunque sea en bajas dosis, es crítica en las fases de crecimiento y desarrollo del 
individuo. Por ello, es de extrema importancia el estudio de estos compuestos en los 
grupos de mayor vulnerabilidad como son fetos, bebes lactantes y niños menores de 5 
años [68], pudiendo a estos provocarles efectos irreversibles, debido a la susceptibilidad 
del cerebro y otros órganos a los estrógenos durante este período [69]. 
 
 
Figura 10. Grupos más vulnerables a los DEs 
Para poder valorar de forma adecuada la transmisión de DEs a través de la leche 
materna, así como sus implicaciones sobre la salud, es importante considerar tanto la 
intensidad de la contaminación como la duración de la lactancia [70-72]. La leche de la 
mujer es un medio de excreción de compuestos [73;74].  
 
1.4.1. Composición de la leche materna 
 
Se ha demostrado que la dieta de la madre lactante es fundamental, pues su 
alimentación y estado nutricional influye sobre la calidad y cantidad de leche segregada. 
De modo que el estado nutricional previo al embarazo, durante el mismo y el de la 
lactancia, constituye toda una secuencia nutricional [75]. Es bien conocido que el 
 
consumo frecuente de alcohol, cafeína, nicotina, marihuana y los hábitos tabáquicos 
afectan negativamente a la producción, volumen, composición y eyección de la leche 
humana [76-79].  
 
De entre los componentes de la leche, podemos subrayar la importancia de las 
proteínas, lípidos y oligosacáridos.  
 
- Proteínas 
El contenido proteico de la leche varía dependiendo del estado de lactancia de la 
madre. Durante la lactancia temprana oscila entre 1.4 y 1.6g/100mL, entre 0.8 y 
1.0g/100mL durante los 3-4 primeros meses de lactancia y entre 0.7 y 0.8g/100mL 
después de 6 meses de lactancia [80;81].  
 
La composición proteica de la leche materna se suele determinar a través de la 
composición en aminoácidos [82].La taurina, el ácido glutámico y la glutamina son los 
aminoácidos libres más abundantes en la leche materna, comprendiendo casi el 50% del 
total de los aminoácidos libres [83-86]. Existe una distribución anormal para estos 
aminoácidos, por lo que podría considerarse como huella dactilar de cada leche materna. 
 
De entre las funciones de los aminoácidos destacan 2: participaren la digestión, 
aumentando la absorción de nutrientes, e incrementar la función del sistema inmune del 
bebé contra bacterias patógenas, virus y levaduras [87].  
- Lípidos 
Los lípidos son el segundo componente más abundante en la leche materna. Los 
triglicéridos representan aproximadamente el 98% del contenido total de lípidos en la 
leche materna, por lo tanto se puede hablar del contenido total de triglicéridos como el 
contenido total de grasas [88, 89]. Curiosamente, la etapa del calostro es la que tiene 
menor contenido (2.0 g L
–1
), aumentando durante los 30 primeros días de lactancia 
hasta los 4.0 g L
–1
. Sin embargo, según avanza el periodo de lactancia el contenido en 




La principal función de los lípidos es proporcionar energía para el crecimiento y 
desarrollo del bebé [90]. Estos ácidos grasos proceden de tres fuentes principales 
[81,89, 92, 119, 121, 122]: 
 
-Directamente de la dieta de la madre. 
-Previamente almacenados o sintetizados en los tejidos maternos. 
-Sintetizados en la glándula mamaria. 
 
Estas tres fuentes deben ser equilibradas para así poder mantener constante el 




Los oligosacáridos son el tercer componente más abundante de la leche materna. 
La composición y cantidad de oligosacáridos en la leche materna varía entre mujeres y a 
lo largo del periodo de lactancia [93;94]. El calostrocontiene 20-25 g/L de 
 
oligosacáridos y a medida que avanza el periodo de lactancia, se produce una 
disminución del contenido en oligosacáridos a 5-20 g/L. Los oligosacáridos encontrados 
en la leche materna derivan generalmente de cinco monosacáridos, concretamente 
glucosa, galactosa, fucosa, ácido siálico y N-acetilglucosamina. 
 
La presencia de oligosacáridos en la leche materna sirve para prevenir el acceso 
de patógenos a las superficies mucosas del bebé y disminuir el riesgo de infecciones 
virales, bacterianas y parásitas. Además, pueden modular las respuestas celulares 
epiteliales e inmunes, reducir la activación y la infiltración de leucocitos, disminuir el 
riesgo de enterocolitis necrosante y aportar ácido siálico, que es un nutriente esencial 
para el desarrollo cognitivo y del cerebro del niño. 
 
La Tabla 3,  refleja la composición media de una leche materna madura, que es 
el tipo de leche usada en el presente trabajo. 
 









































2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 Como ya hemos especificado anteriormente, el presente trabajo fin de máster se 
incluye en un proyecto de investigación más amplio, cuya hipótesis principal es que la 
leche materna puede ser un vehículo para la excreción de contaminantes con moderada 
o alta lipofilicidad, a los que las personas estamos expuestas de forma diaria. Por tanto, 
este medio podría ser una vía de exposición importante para el recién nacido en período 
de lactancia. 
 Para este trabajo fin de máster se han planteado los siguientes objetivos: 
Objetivo general: puesta a punto de una metodología analítica que permita la 
cuantificación simultánea de tres familias de DEs no persistentes (bisfenoles, parabenos 
y benzofenonas) en muestras de leche humana, que sea adecuada para su aplicación en 
estudios epidemiológicos. 
Objetivos específicos: 
- Poner a punto y validar una metodología analítica para la cuantificación 
simultánea de tres bisfenoles (BPA, BPS y BPF), cuatro parabenos (MP, EP, PP 
y BP) y seis benzofenonas (BP1, BP2, BP3, BP6, BP8 y 4-OHBP); en leche 
materna de madres donantes del Banco de Leche del Complejo Hospitalario 
Universitario de Granada (BLCHUG).  
- Realizar un pilotaje que consistirá en la aplicación de la metodología analítica 

























3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1.  Descripción del banco de leche del Complejo Hospitalario Universitario de 
Granada (BLCHUG). 
El Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada 
(BLCHUG) comenzó a funcionar durante el mes de Mayo de 2010. La labor de este 
banco de leche consiste en recoger leche de madres donantes, procesarla, almacenarla y 
dispensarla, con todas las garantías sanitarias, a los pacientes que la necesiten. 
Además, el BLCHUG se encuentra en colaboración con otros hospitales de la 
comunidad de Andalucía como son: Hospital Materno Infantil de Málaga, Hospital 
Comarcal Santa Ana de Motril, Hospital Materno Infantil de Jaén y Hospital de 
Torrecárdenas de Almería.  
Los principales objetivos del BLCHUG son los siguientes: 
- Ofrecer leche materna a todos los neonatos ingresados en la Unidad Neonatal 
de este Centro que lo necesiten y cuyas madres no puedan proporcionarla ellas mismas 
por algún motivo. 
- Proporcionar leche donada a otros centros Hospitalarios próximos que atiendan 
a neonatos que puedan necesitarla. 
- Realizar tareas de promoción y apoyo a la lactancia materna entre personal 
sanitario, madres con neonatos ingresados en la Unidad Neonatal del Hospital Materno 
Infantil de Granada, madres con neonatos sanos en el área de hospitalización de 
puérperas de este centro, y grupos sociales de apoyo a la lactancia materna. 
3.2.  Población de estudio 
La población de estudio está compuesta por mujeres inscritas en el BLCHUG.  
Una vez que las nuevas donantes han realizado su inscripción al BLCHUG, 
reciben información tanto oral como escrita (trípticos, Anexo I) sobre el objetivo del 
estudio, así como las características del mismo, y se les invita a participar. En el caso de 
que consientan formar parte del estudio, es en este momento, en que se les ofrece el 
consentimiento informado (Anexo II). Una vez firmado el mismo, se les da todo el 
material necesario para el proceso de extracción de leche, en el que entre otros, se 
incluye un tríptico y un manual con todo el procedimiento (trípticos, Anexo III). 
Tras la primera donación de leche de la madre y superadas las diferentes pruebas 
de calidad, nos ponemos en contacto con ellas telefónicamente. Tras una breve 
presentación, intentamos concertar una entrevista personal. Tanto la fecha como la hora 
las eligen ellas, adaptándose el grupo al momento que ellas dispongan. En el caso de 
que a las madres les sea imposible ir hasta el hospital, les ofrecemos la posibilidad de 




3.2.1. Criterios de inclusión y exclusión. 
Tras lo descrito, además hemos fijado unos criterios de inclusión y exclusión para 
el estudio.  
Los criterios de inclusión de la población de estudio son los siguientes: 
- Tener hábitos de vida saludables. 
 - Formalizar la inscripción antes de los tres meses de lactancia, idealmente en el 
primer mes. 
 - Comprometerse a realizar donaciones de muestra periódicas durante al menos 6 
meses. 
Criterios de exclusión: 
- Mujeres con serología positivas para VIH 1 y 2, Hepatitis B y C o sífilis. 
-Mujeres que tienen, ella o su pareja, prácticas de riesgo para adquirir 
infecciones de transmisión sexual (no pareja estable, no utilización de preservativos, 
posibilidad de infección a través de tatuajes o piercing en los últimos 6 meses, 
acupuntura o pinchazo accidental en los últimos 6 meses, transfusiones sanguíneas…) 
- Mujeres que hayan sido trasplantadas en los últimos 6 meses. 
- Mujeres que consumen tabaco o drogas. 
- Mujeres con consumo excesivo de alcohol (más de dos unidades al día, no más 
de 20 gramos/día) y/o de bebidas con cafeína (más de tres unidades al día, 30 
gramos/día). 
Además de los criterios de inclusión y exclusión del BLCHUG, el presente 
estudio tiene sus propios criterios de inclusión y exclusión, que son: 
Criterios de inclusión del estudio: 
  - Prestar consentimiento informado firmado. 
Criterios de exclusión del estudio: 
 - No cumplir alguno de los criterios anteriores 
3.3.  Cuestionario epidemiológico 
Con el objetivo de recolectar información acerca de las características 
sociodemográficas, clínicas y de estilo de vida de las participantes, se les aplicó un 
cuestionario epidemiológico diseñado expresamente para este estudio. 
El cuestionario tarda en completarse aproximadamente entre 20-25 minutos. 
Cuando las entrevistas son personales se realizan en la sala del Hospital Materno 
Infantil de Granada. Si son respondidas de forma telefónica, intentamos que se acorte un 
poco 
 
El cuestionario consta de dos partes (Anexo IV): 
- La primera parte corresponde a las características socio-demográficas, 
características antropométricas, condiciones de salud, estilos de vida, aspectos 
relacionados con la dieta y suplementos nutricionales y otros hábitos dietéticos. Consta 
de 65 preguntas.  
- La segunda parte corresponde a un pequeño cuestionario de higiene personal y 
cosmética, referido a la madre en el último mes antes de la donación. Consta de 29 
preguntas. 
3.4. Análisis químico 
3.4.1. Disolventes y reactivos 
- Acetato de amonio, grado analítico  
- Acetona, grado HPLC  
- Acetonitrilo (ACN), grado HPLC  
- Acetonitrilo, grado LC-MS  
- Agua Mili-Q, obtenida con un equipo de purificación Milli-Q Plus Advantage A10 
(Millipore). Su resistividad, contralada automáticamente, nunca fue inferior a 18 MΩ 
cm. 
- Agua, grado LC-MS  
- Amoníaco (25%), grado LC-MS  
- Clorobenceno(ClBz)  
- Cloruro de sodio, grado analítico  




- Etanol, grado HPLC  
- Metanol (MeOH), grado HPLC  
- Metanol, grado LC-MS  
- Tetracloruro de carbono (TCC)  
- Triclorometano (TCM)  
 
3.4.2. Patrones químicos 
- Bisfenol A (BPA), CAS: 80-07-5; 4,4'-(propano-2,2-diil)difenol 
- Bisfenol A deuterado(BPA-d16), CAS: 96210-87-6  
- Bisfenol S (BPS), 4,4’-sulfonil difenol; CAS: 80-09-1  
- 4-Hidroxibenzofenona (4-OH-BP), CAS: 1137-42-4 
- Benzofenona-1 (BP-1), CAS: 131-56-6; 2,4-dihidroxibenzofenona 
- Benzofenona-2 (BP-2), CAS: 131-55-5; 2,2’,4,4’-tetrahidroxibenzofenona  
- Benzofenona-3 (BP-3), CAS: 131-57-7; 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona  
- Benzofenona-6 (BP-6), CAS: 131-54-4; 2,2’-dihidroxi-4,4’- dimetoxibenzofenona 
- Benzofenona-8 (BP-8), CAS: 131-53-3; 2,2’-dihidroxi-4- metoxibenzofenona 
- Benzofenonadeuterada (BP-d10), CAS: 22583-75-1  
- Metilparabeno (MP), CAS: 99-76-3; 4-hidroxibenzoato de metilo  
- Etilparabeno (EP), CAS: 120-47-8; 4-hidroxibenzoato de etilo  
- Propilparabeno (PP), CAS: 94-13-3; 4-hidroxibenzoato de propilo  
- Butilparabeno (BP), CAS: 94-26-8; 4-hidroxibenzoato de butilo 




C6), EC Number: 200- 662-2 
 
 
A partir de estos patrones químicos, todos ellos de pureza superior al 99%, se 
prepararon disoluciones de 100 ng mL
-1
en MeOH y se conservaron en oscuridad a 4ºC. 
Éstas fueron estables al menos durante cuatro meses. Las disoluciones de trabajo se 
prepararon justo antes de su uso mediante dilución con MeOH. 
 
3.4.3. Material de laboratorio 
- Agujas de 0,8 x 40 mm. 
- Jeringas de 2 mL. 
- Matraces aforados de diferentes capacidades. 
- Micropipetas de 100, 250 y 1000 μL. 
- Pesasustancias. 
- Pipetas graduadas y aforadas de diferentes capacidades. 
- Pipetas Pasteur. 
- Tubos de centrífuga de fondo cónico de 15 mL con tapón de caucho. 
- Tubos de microcentrífuga de plástico (Eppendorf) de 1,5 y 2,0 mL. 
- Vasos de precipitado de diferentes capacidades. 
- Viales para cromatógrafo de líquidos de 2 mL de capacidad, provistos de insertos de 
300 μL. 
 
3.4.4. Instrumentos y aparatos 
- Cromatógrafo de líquidos Agilent, modelo 1290, provisto de: 
 
- Bomba cuaternaria de disolventes. 
- Inyector automático. 
- Espectrómetro de masas de triple quadrupoloAPI 4000, provisto de interfase de 
ionización ESI de tipo ortogonal.  
- Balanza analítica AND GX-400. 
- Centrífuga Eppendorf, modeloCentrifuge 5810R 
- pH-metro digital CRISON, modelo pH/mV-meter digit 501,provisto de electrodo 
combinado de vidrio y Ag/AgCl. 
- VortexYellowline, modelo TTS2. 
- Incubador para tratamiento enzimático,modelo  SANYO MCO-20AIC1. 
Las condiciones usadas en el LC-MS/MS se recogen en el Anexo V.  
3.4.5. Programas informáticos 
-Software Analyst1.5.1. Tratamiento y toma de datos a partir del cromatógrafo de 
líquidos acoplado con un espectrómetro de masas. 
 
-Paquete de Microsoft® Office: Word® 2007, Excel® 2007 yPowerpoint® 2007. Parte 
de Microsoft Office Enterprise 2007.Microsoft Corporation (2006). 
 
-Software Statgraphics plus versión 5.1 de tratamiento estadístico. Edición profesional. 





3.4.6. Tratamiento de muestra 
En el tratamiento de muestra podemos diferenciar varias etapas que 
comentaremos a continuación, y que son: tratamiento enzimático, precipitación de 
proteínas y extracción mediante la técnica de microextracción dispersiva líquido-líquido 
(DLLME).  
- Tratamiento enzimático. Consta de los siguientes pasos: 
 
▪Preparación de la disolución de la enzima. Se pesan 10 mg de enzima y se 
añaden 1,5 mL de acetato amónico 1M a pH=5.  
▪Tratamiento enzimático de la muestra. Se toma 1 mL de leche, se coloca en un 
vial de cromatografía y se añaden 50 µL de la disolución de la enzima. La 
mezcla se agita y se incuba durante 24 horas a 37ºC. 
- Precipitación de proteínas 
Este paso va a permitir eliminar interferentes, facilitando la etapa de extracción. 
Para ello: 
▪Se toma 250 µL de muestra tratada enzimáticamente y se añade 10 µL de la 
disolución de surrogates (BPA-d16, BP-d10 y EP-
13
C6 a 1,25 µg mL
-1
 cada uno, 
50 ng mL
-1
 en muestra).  
▪Se añade 250 µL de acetona y se agita 30 segundos en vortex. 
▪Se centrifuga durante 15 minutos a 13000 r.p.m.  
▪Finalmente, se recoge el sobrenadante y se sitúa en un tubo de vidrio de 15 mL 
de fondo cónico, para llevar a cabo la etapa de extracción. 
- Microextracción dispersiva líquido-líquido (DLLME) 
El proceso a seguir es el siguiente: 
▪Se añade al sobrenadante de la etapa anterior 10 mL de una disolución acuosa 




Figura10. Conjunto de muestras a tratar. Inicio del procedimiento DLLME. 
▪ Se inyecta 1.5 mL de la mezcla de agente extractante y dispersante (TCM-
acetona, 1:1 v/v). Este paso debe realizarse rápida y enérgicamente para permitir 






Figura11 y 12.  Imagen de la izquierda, momento previo a la inyección de la mezcla 
con TCM-acetona. Imagen de la derecha, momento exacto de la inyección y 
formación de las microburbujas. 
 
Figura 13.: Microburbujas y formación de la dispersión 
 
▪ Se agita manualmente durante 20 segundos y se centrifuga a 3200 rpm durante 
5 minutos. 
 
Figura 14. Separación de las diferentes fases tras la centrifugación. 
 
▪ Se lleva a sequedad bajo corriente de N2 y se reconstituye con 80 µL de fase 
móvil (H2O:ACN, 70:30 v/v).  
▪ Finalmente, se trasvasa a un vial cromatográfico con inserto y 10 µL son 
inyectados en el cromatógrafo de líquidos. 
 
3.5. PLAN DE TRABAJO  
3.5.1. Etapas del desarrollo y distribución de las tareas del equipo investigador.  
3.5.1.1. Equipo de investigación. 
La captación de donantes y los cuestionarios epidemiológicos se llevarán a cabo en 
la Unidad Neonatal del Complejo Hospitalario Universitario de Granada (CHUG). La 
puesta a punto de la metodología analítica y los análisis de laboratorio se realizarán en 
los laboratorios de la Unidad Científico tecnológica del Complejo Hospitalario 
Universitario de Granada (ibs Granada).   
 
- Captación de donantes. Luz María Iribarne Durán (LMID), Manuela Peña (MP) 
y Laura Serrano (LS). 
 
- Recogida de muestras. Luz María Iribarne Durán (LMID), Francisco Artacho 
Cordón (FAC). 
 
- Cuestionarios. Luz María Iribarne Durán (LMID). 
 
 
- Puesta a punto de la metodología analítica para la determinación de compuestos 
orgánicos persistentes (PCBs y pesticidas organoclorados). Inmaculada Jiménez 
Díaz (IJD)y Luz María Iribarne Durán (LMID) 
 
- Puesta a punto de la metodología analítica para la determinación de compuestos 
orgánicos no persistentes (BPA, parabenos y benzofenonas). Fernando Vela 
Soria (FVS) y Luz María Iribarne Durán (LMID). 
 
- Procesamiento y análisis de las muestras de leche. Luz María Iribarne Durán 
(LMID), Francisco Artacho Cordón (FAC), Inmaculada Jiménez Díaz (IJD). 
 
- Análisis estadístico y tratamiento de datos. Juan Pedro Arrebola Moreno 
(JPAM), Nicolás Olea Serrano (NOS), Francisco Artacho Cordón (FAC) y Luz 
María Iribarne Durán (LMID). 
 
- Redacción de manuscritos e informe final. Juan Pedro Arrebola Moreno 
(JPAM), Nicolás Olea Serrano (NOS), Inmaculada Jiménez Díaz (IJD), 
Francisco Artacho Cordón (FAC) y Luz María Iribarne Durán (LMID). 
 
- Diseño, redacción, coordinación y gestión. Juan Pedro Arrebola Moreno 
(JPAM), Nicolás Olea Serrano (NOS),Manuela Peña (MP)  Francisco Artacho 
Cordón (FAC) y Luz María Iribarne Durán (LMID). 
 
3.5.1.2. Relación de investigadores del estudio: 
 
A. Departamento de Radiología y Medicina Física y Centro de Investigación Biomédica 
de la Universidad de Granada(UGR).: Luz María Iribarne Durán (LMID), Francisco 
Artacho Cordón (FAC), Nicolás Olea Serrano (NOS)* 
 
B. Unidad Científico tecnológica del Complejo Hospitalario Universitario de Granada 
(ibs Granada): Inmaculada Jiménez Díaz (IJD), Fernando Vela Soria (FVS), Luz María 
Iribarne Durán (LMID), Francisco Artacho Cordón (FAC) 
 
C. Banco de Leche del Complejo Hospitalario Universitario de Granada: Manuela Peña 
(MP) y Laura Serrano (LS). 
 
D. Instituto de Investigación Biosanitaria de Granada: Juan Pedro Arrebola Moreno 
(JPAM), Inmaculada Jiménez Díaz (IJD), Fernando Vela Soria (FVS), Luz María 
Iribarne Durán (LMID), Francisco Artacho Cordón (FAC) y Nicolás Olea Serrano 
(NOS)* 
 





3.5.2. Etapas del desarrollo del proyecto. Cronograma. 
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1º 2º 3º 1º 2º 3º 1º 2º 3º 
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4.1 Optimización de las condiciones de la extracción DLLME 
 
Con el objeto de obtener un método lo más sensible posible, se llevó a cabo la 
optimización de los principales parámetros involucrados en la etapa de extracción.  
 
4.1.1. Naturaleza de los disolventes extractante y dispersante 
 
Uno de los factores más influyentes en la DLLME es la naturaleza de los 
disolventes extractante y dispersante. Se ensayaron distintas mezclas de volumen final 
2.0 mL, compuestas por 1.0 mL de diferentes disolventes dispersantes (ACN, MeOH, 
etanol, y acetona) y 1.0 mL de diferentes disolventes extractantes (TCC, TCM y ClBz). 
La mayor respuesta para todos los compuestos correspondió a la mezcla acetona-TCM, 
que fue por tanto la seleccionada para el resto de experimentos.  
 
4.1.2. Volumen de los disolventes extractante y dispersante 
 
 Una vez seleccionada la mezcla binaria de disolventes extractante-dispersante, se 
optimizó el volumen de ambos. Para ello se testaron volúmenes de acetona 
comprendidos entre 0.5 y 3.5 mL (0.5, 1.0, 2.0 y 3.5) y volúmenes de TCM entre 0.15 y 
0.75 mL (0.15, 0.25, 0.50 y 0.75). Los valores encontrados como óptimos fueron 0.5 
mL de acetona y 0.75 mL de TCM. 
 
4.1.3. Tiempo de extracción, pH de la muestra y adición de sales 
 
En primer lugar se evaluó el efecto del tiempo de extracción, definido como el 
periodo durante el cual la muestra es agitada tras la adición de la mezcla binaria 
dispersante-extractante, antes de llevar a cabo la centrifugación. Se ensayaron tiempos 
de extracción entre 10 y 120 segundos (10, 20, 30, 50, 75, 100 y 120), obteniendo la 
mayor respuesta para todos los compuestos con el valor de 20 segundos. 
 
A continuación se estudió el efecto que el pH de la muestra ejercía en la 
extracción. Para ello, se testaron valores de pH comprendidos entre 2 y 6 (2, 3, 4, 5 y 6), 
siendo el valor de pH 2 el encontrado como óptimo.  
 
Finalmente se evaluó el efecto de la adición de sal, concretamente NaCl. Se 
estudiaron valores de NaCl comprendidos entre el 0 y 10 % (0, 2.5, 5 y 10), siendo 10 
% la concentración con la cual se obtuvo la mayor respuesta para todos los compuestos. 
 
En la Tabla 5, se resumen los parámetros óptimos de la extracción DLLME. 
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20 2 10 
 
 
4.2 Obtención de la curva de calibración 
Para la obtención de las curvas de calibración de los DEs estudiados, se empleó el 
modelo de regresión lineal univariante por mínimos cuadrados, que implica que existe 
una relación lineal entre la señal analítica medida (S) y la concentración del compuesto 
(C). Esta relación es del tipo S = a + bC, donde a es la ordenada en el origen y b es la 
pendiente. 
Las curvas de calibración se construyeron empleando como señal analítica el 
cociente de las áreas de pico correspondientes al analito y el patrón interno (surrogate), 
y representando dicha señal frente a la concentración del analito. Para el establecimiento 
de la función de calibrado, se preparó una curva de 10 niveles de concentración (0.5, 
1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 y 100.0 ng/mL), con 3 réplicas por cada nivel. 
En la Tabla 6, se recogen los parámetros de calibración obtenidos. 
 
Tabla 6. Parámetros analíticos y estadísticos del calibrado 











BPA 0.0043 0.0151 0.0318 3.22 E-04 99.5 0.2 0.7 0.7-100 
BPS 0.0337 0.0524 0.0870 1.11 E-03 99.2 0.1 0.4 0.4-100 
BPF 0.0012 0.0043 0.0091 9.23 E-05 99.6 0.1 0.5 0.5-100 
MP 0.0168 0.0176 0.0392 3.75 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100 
EP 0.0072 0.0082 0.0184 1.76 E-04 99.4 0.1 0.5 0.5-100 
PP 0.0197 0.0117 0.0250 2.5 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100 
BP 0.0084 0.0064 0.0154 1.37 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100 
BP-1 0.0648 0.0655 0.1269 1.39 E-04 99.4 0.1 0.4 0.4-100 
BP-2 0.0283 0.0160 0.0314 3.41 E-04 99.4 0.2 0.7 0.7-100 
BP-3 0.0131 0.0075 0.0147 1.60 E-04 99.4 0.2 0.6 0.6-100 
BP-6 0.0022 0.0105 0.0266 2.25 E-04 99.6 0.1 0.5 0.5-100 
BP-8 0.0009 0.0055 0.0137 1.18 E-04 99.6 0.2 0.6 0.6-100 
4-OH-BP 0.0246 0.1163 0.2921 2.47 E-03 99.7 0.1 0.3 0.3-100 
a, ordenada en el origen; Sa, desviación estándar de la ordenada en el origen; b, pendiente; Sb, desviación estándar de 
la pendiente; R
2
, coeficiente de determinación; LOD,límite de detección; LOQ, límite de cuantificación; RDL, rango 
dinámico lineal. 
 
4.3 Validación del método analítico  
La validación del método analítico se llevó a cabo siguiendo las recomendaciones 
de la “Guía de validación para métodos bioanalíticos” propuesta por la Agencia de 
Medicamentos y Alimentos (FDA) [125] Los parámetros de validación evaluados 
fueron: sensibilidad, los límites de cuantificación y detección, el rango dinámico lineal, 
la linealidad, la selectividad y la exactitud. 
-Sensibilidad. Límites de detección y cuantificación 
La sensibilidad del método es un aspecto muy importante a la hora de validar un 
método. Dos parámetros fundamentales que deben examinarse son el límite de 
detección (LOD) y el límite de cuantificación (LOQ) para así determinar si un analito 
está presente en la muestra o no. Se define LOD como la cantidad  mínima de analito 
detectable en la muestra, mientras que LOQ es la cantidad mínima de analito que 
 
podríamos cuantificar con un nivel de confianza determinado. En las Tabla 6,  se recogen 
los valores obtenidos de LOD y LOQ para cada compuesto. 
 
-Rango dinámico lineal y linealidad 
El rango dinámico lineal (RDL) se define como el intervalo de concentraciones 
comprendido entre el límite de cuantificación de dicho método y el límite superior del 
intervalo de concentraciones en el que se ha aplicado el método. En la Tabla 6, se 
muestran los valores para cada compuesto estudiado. 
La linealidad de las curvas de calibración en el rango de trabajo seleccionado, se 
estimó a partir de los coeficientes de determinación (% R
2
). Los valores de R
2 
comprendidos entre el 99.2 y 99.7% hacen concluir que existe una buena linealidad 
dentro del rango establecido para el análisis. 
 
-Selectividad 
Para la determinación de la especificidad del método se compararon los 
cromatogramasun muestra blanca con el correspondiente a una muestra de leche 
dopada, sin encontrar interferencias de sustancias endógenas a los tiempos de retención 
de los analitos. 
-Exactitud: veracidad y precisión 
Para evaluar la veracidad, se llevó a cabo un estudio de recuperación con muestras 
dopadas, a tres niveles de concentración (1, 40 y 80 ng/mL), empleando para ello 
muestras de leche que no contuvieran los compuestos objeto de estudio o cuyas 
concentraciones estuvieran por debajo de los LODs del método. Las muestras fueron 
analizadas empleando el procedimiento desarrollado y la concentración de cada analito 
en la muestra se determinó por interpolación a la curva de calibración. Los valores de 
recuperación se obtuvieron por comparación con las cantidades de analito conocidas 
que fueron añadidas previamente a las muestras. LasTablas7 y 8, muestra los valores de 
recuperación obtenidos. 
Para evaluar la precisión del método, se estudió la reproducibilidad del mismo. 
Para ello, se realizaron tres réplicas de los análisis llevados a cabo en el estudio de 
recuperación, repitiendo el procedimiento durante 6 días. La Tabla 7muestra los valores 



























1 1.0 (13.0) 100.6 
40 39.6 (5.0) 99.0 
80 78.8 (6.7) 98.5 
BPS 
1 1.1 (14.8) 110.4 
40 39.6 (10.6) 98.9 
80 82.8 (7.3) 103.6 
BPF 
1 0.9 (13.4) 94.6 
40 38.2 (9.2) 95.4 
80 77.8 (8.6) 97.2 
MP 
1 1.0 (19.6) 101.9 
40 44.8 (8.3) 111.9 
80 88.6 (12.6) 110.8 
EP 
1 0.9 (11.9) 90.2 
40 39.2 (8.9) 97.9 
80 84.0 (6.3) 105.0 
PP 
1 0.9 (14.4) 93.9 
40 43.4 (7.5) 108.5 
80 87.9 (6.2) 109.8 
BP 
1 1.1 (12.1) 107.6 
40 39.1 (7.9) 97.8 
80 83.7 (11.4) 104.6 
a
































1 1.0 (13.9) 95.8 
40 42.9 (6.3) 107.2 
80 79.7 (12.1) 99.6 
BP2 
 
1 1.0 (14.7) 96.5 
40 41.4 (6.9) 103.5 
80 77.8 (7.8) 97.3 
BP3 
1 1.0 (10.3) 95.4 
40 39.9 (5.3) 99.7 
80 74.5 (10.8) 93.1 
BP6 
1 1.0 (10.6) 99.4 
40 41.8 (12.3) 104.6 
80 80.7 (5.4) 100.8 
BP8 
1 1.0 (10.4) 97.8 
40 40.5 (12.3) 101.3 
80 78.2 (5.4) 97.7 
4-OHBP 
1 0.9 (4.4) 86.2 
40 40.2 (4.3) 100.4 
80 79.7 (5.1) 99.6 
a
Media de 18 determinaciones  
 
4.4 Aplicación del método analítico 
 
El método desarrolladofue aplicado para determinar la cantidad total de BPA, 4 
parabenes y 6 benzofenonas en 15 muestras de leche materna. Todas las muestras se 
analizaron por triplicado. 
Para asegurar la calidad de los resultados, las extracciones se hicieron en tandas 
de 8, incluyendo cada tanda 1 blanco metodológico (agua Milli-Q tratada de igual forma 
que una muestra) y 1 control de calidad (muestra de leche, analizada previamente, y con 
niveles de BPA, BPS, BPF, parabenos y benzofenonas por debajo de los LOD del 
método y dopada con los compuestos objeto de estudio a una concentración final de 10 














Muestra BPA MP EP PP BP BP-1 BP-3 
A ND 10.4 ND 0.7 ND ND 1.5 
B ND ND 5.3 ND ND ND 0.7 
C 1.9 2.3 ND ND ND ND 1.1 
D ND 2.5 ND ND D ND ND 
E ND 18.3 6.8 D ND ND 1.0 
F ND 7.5 D D ND ND ND 
G D 5.3 ND D ND ND ND 
H ND 5.2 ND D ND ND D 
I ND ND ND ND ND ND ND 
J 2.3 ND ND ND ND 0.6 D 
K ND 6.0 D ND ND ND 1.4 
L ND D D ND ND ND ND 
M ND ND ND ND ND ND D 
N ND 1.9 ND ND ND ND ND 
O D 18.6 ND 3.8 ND ND 1.0 
a Media de tres determinadiones; ND,no detectado (<LOD); D,detectado(>LOD y <LOQ). 
 
A continuación, pasamos a discutir la tabla 9, donde se muestran los siguientes 
resultados: 
 
En cuanto a la familia de los bisfenoles, el BPA fue detectado en 4/15(26.7%) de 
las muestras analizadas y cuantificado en el 13.3% de las mismas, en un rango de 
concentraciones entre 1.9-2.3 ng/mL. Sin embargo, el BPF y BPS no fueron detectados 
en ninguna de las muestras analizadas.  
 
Respecto a la familia de los parabenos, podemos apreciar que todos los 
compuestos que hemos analizado, han sido detectados, 100% (15/15), en mayor o 
menor proporción. El MP fue detectado en 11/15 (73.3%) de las muestras analizadas y 
cuantificado en el 66.7% de las mismas, en un rango de concentraciones entre 1.9-18.6 
ng/mL. El EP fue detectado en 5/15 (33.3%) de las muestras analizadas y cuantificado 
en el 13.3 % de las mismas, en un rango de concentraciones entre 5.3-6.8 ng/mL. El PP 
fue detectado en 6/15 (40.0%) de las muestras analizadas y cuantificado en el 13.3 % de 
las mismas, en un rango de concentraciones que se disponen entre 0.7-3.8 ng/mL. El BP 
fue detectado en 1/15 (6.7%) de las muestras analizadas. 
 
Para la familia de las benzofenonas, la BP-1 fue detectada en el 6.7% de las 
muestras analizadas (1/15) a una concentración de 0.6 ng/mL. La BP-3 fue detectada en 
el 60.0% de las muestras analizadas (9/15) y cuantificado en el 40.0 % de las mismas, 
en un rango de concentraciones entre 0.7-1.5 ng/mL. No se encontraron BP-2, BP-6, 
BP-8 ni 4-OH-BP en ninguna de las muestras analizadas. 
 
 
4.5. Descripción de la población de estudio 
Nuestra población consta de 15 mujeres, de las cuales 14 (93.3%)  son españolas 
y una (6.6%)  marroquí. Del total de la población 6 (40%)  de las madres viven en 
Granada y el resto se dividen con un 6.7 % de la población, entre las zonas de Baza, 
Iznalloz, Padul, Armilla, Atarfe y Huetor Vega, respectivamente.  
Las profesiones de estas mujeres son muy variadas y en ninguno de los casos el 
oficio se repite en la población. En cuanto, a su estado de pareja, 15/15 (100%)  tenían 
en el momento de la entrevista, pareja estable. Dentro de la población estudiada, l2/15 
(80%) de las madres no presentaba ningún tipo de patología diagnósticada, excepto las 
3 (20%) restantes, que presentaban una psoriiasis, una hipertensión y una enfermedad 
celíaca. La distribución de los Hospitales en los que nacieron los niños de las mujeres 
donantes de leche, fueron las siguientes: 6 (40%) en el Hospital Materno Infantil, 6 
(40%) en el Hospital Clínico San Cecilio, 1 (6.7) en el Hospital Comarcal de Baza, 1 
(6.7) en la Clínica Inmaculada y 1 (6.7) en el Hospital Nuestra Señora de la Salud. En la 
Tabla 10, se muestran las frecuencias de localización, profesiones, estabilidad 
emocional, patologías diagnosticadas y hospitales donde han nacido los hijos de las 
madres donantes de la leche materna.  
Tabla 10. Tabla de frecuencias sobre la localización, profesiones, pareja, patologías y 
hospital. 
 
Las edades de las mujeres que forman parte de nuestro estudio están 
comprendidas los 28-42 años, con una mediana de 33 años y las edades de gestación se 
sitúan en torno a un rango entre 27-41. Un total de las madres, 12 (80%) tuvierona sus 
hijos durante año 2014 y los 3 (20%) restantes en 2015. El rango de semanas de 
gestación estaba comprendido entre de 27-41 semanas, con una mediana de 38 semanas 












1(6.7%) No 0 (0%) No 12(80%) Clínico 6 (40%) 
Iznalloz 1(6.7%) Comercial 1(6.7%) 








Armilla 1(6.7%) Educadora 1(6.7%) 
Hspt. Ntra. 
Señora de la 
Salud 
1(6.7%) 




1(6.7%) Informática 1(6.7%) 
  





Total 15  15  15  15  15 
 
de gestación y una desviación típica de 3.54. El rango del peso de los niños al nacer fue 
de entre 840- 3950 Kg, con una mediana igual a 3044 Kg de peso  y una desviación 
típica de 727.224.El índice de masa corporal de nuestra población tiene una mediana 
igual a 38.8 kg/altura. Con un rango entre  29.19-62.43. Un dato de gran importancia, es 
que 4/ 13 (26.7%) de las madres son multíparas, y  solamente una (6.7%) de ellas tiene 
2 hijos previos y las 3 (20%) restantes tienen un único hijo previo. 
 
Tabla 11. Frecuencias sobre la edad de la madre, IMC, edad gestacional, peso 
del beber al nacer y la presencia de hijos anteriores. 
 
 
De las 15 madres reclutadas hasta el momento, 3 (20%) aún no han respondido al 
cuestionario. Por lo que, tenemos una pérdida del 20% de los datos. En cuanto al nivel 
de estudios de las madres, 12 (80%) de las madres presentaban estudios universitarios y sólo 1 
de ellas estudios secundarios (6.7%). En cuanto al nivel de estudios de sus parejas, 7 
(53.8) tenían estudios universitarios, 5(38.5%) estudios secundarios y 1 (7.7) estudios 
primarios. Respecto al estilo de vida, 4 de las 15 madres (26.7%) consumían 1 café al 
día y 3 de las 15 (20.0%) eran fumadoras  (1 una vez al mes, 1 una vez al mes y 1 
cigarrillo al día). Y solamente 1 (6.7) de ellas, tiene una dieta vegetariana. 
 
 
Edad de la 
madre 
IMC Edad gestacional 






29.19 1 (10.0%) 27 1 (6.7%) 840 1 (6.7%) 0 11 (73.3%) 













38.24 1 (10.0%) 38 3 (20.0%) 2970 1 (6.7%) 
36 1 (6.7%) 39.39 1 (10.0%) 39 2 (13.3%) 3100 1 (6.7%) 
38 1 (6.7%) 42.35 1 (10.0%) 40 2 (13.3%) 3260 1 (6.7%) 
42 1 (6.7%) 49.14 1 (10.0%) 41 3 (20.0%) 3280 1 (6.7%) 
  
49.38 1 (10.0%) 
  
3300 1 (6.7%) 
62.43 1 (10.0%) 3380 1 (6.7%) 
  
3460 1 (6.7%) 
3530 1 (6.7%) 
3750 1 (6.7%) 
3950 1 (6.7%) 
Total 15 Total 10 Total 15 Total 15 Total 15 
 
Tabla 12. Frecuencias sobre niveles de estudio (madre-pareja), consumo de 
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En el presente trabajo de investigación se ha puesto de manifiesto la relevancia 
de la exposición humana a contaminantes no persistentes con actividad disruptora 
endocrina, a los que la mayor parte de la población suele estar expuesta de forma diaria. 
Este hecho podría suponer un problema relevante para la Salud Pública, sobre todo en 
los colectivos más vulnerables, como los lactantes.  
En nuestro trabajo hemos desarrollado una metodología rápida, económica, 
fiable y sensible para la cuantificación simultánea de varias familias de compuestos con 
potencial actividad disruptora hormonal (bisfenoles, parabenos y benzofenonas). La 
selección de estos compuestos se realizó en base a su prevalencia reportada en la 
población general [95], así como sus efectos potenciales sobre la salud, demostrados 
tanto en estudios experimentales como en diseños epidemiológicos. 
Otros grupos de investigación han desarrollado previamente metodologías para 
el análisis de bisfenoles, parabenos y benzofenonas en leche materna. Los tratamientos 
de muestra usados abarcan desde técnicas clásicas como la extracción líquido-líquido 
(LLE) [96] y extracción en fase sólida (SPE) [97], hasta técnicas de microextracción 
más recientes como extracción con ultrasonidos [98], extracción por sorción en barra 
agitadora (Stir bar sorptive extraction, SBSE) [99], extracción con adsorbentes 
dispersivos [100] y extracción con membrana agitada [101]. Las citadas metodologías 
presentan ciertas limitaciones comparada con la desarrollada en este trabajo, como un 
mayor tiempo de procesamiento de muestra y un coste más elevado.  
En la Tabla 13 se comparan los límites de detección, grado de positividad y 
rango de concentraciones halladas, de los métodos más sensibles encontrados en 
bibliografía para el análisis de bisfenoles, parabenos y benzofenonas en leche materna. . 
En dicha tabla se observa que los límites de detección del método desarrollado son 
similares a los de estos métodos. Con respecto a las concentraciones de contaminantes 
encontradas, indistintamente de la técnica empleada, éstas se encuentran en el rango de 










Tabla 13. Comparación de resultados, de los compuestos objetos de estudio en 
leche materna, con diferentes técnicas (DLLME y SBSE) 
 
Es de interés comparar los niveles de contaminantes en leche materna con los 
niveles reportados en otras matrices biológicas. La presencia de BPA ha sido 
confirmada en otras matrices como placenta, suero u orina (Tabla 14), en unos rangos 
de detección que suelen oscilar entre el 27 y el 40%. Con respecto a BPF y BPS, al 
igual que en nuestro trabajo, no se han reportado niveles positivos de estos compuestos 
en otras matrices humanas. Con respecto a los parabenos, igual que ocurre con la leche 
materna, el MP es el compuesto detectado con mayor frecuencia. Cabe destacar que, 
respecto al que el PP, se detectó en un 40% de nuestras muestras, presentó un  rango de 
concentración muy amplio (0.7- 30 ng/ml). Esta variabilidad es de interés debido a que 
implica una gran desigualdad en los niveles de exposición de la población. Con respecto 
al grupo de benzofenonas, cabe destacar que aunque en leche materna no se han 
detectado ni la BP-2 ni la 4-OHBP, estas fueron encontradas en el 100% de las muestras 
de un estudio llevado a cabo en orina [102]. Esto podría deberse a la mayor tendencia de 
estos compuestos a ser excretados por la orina en lugar de bioacumularse, debido a su 
mayor polaridad. 
Según lo anteriormente mencionado, podemos concluir que la leche materna 
muestra un comportamiento similar a otras matrices con contenido graso parecido en 
relación a la acumulación de tóxicos con moderada lipofilia. Por tanto, esta matriz 
puede ser considerada como una fuente de excreción de los mismos para la madre y así 




















































































































































































- - - 
BP-6 0.1 ND ND 0.2 
1/10 
(10%) 
D 0.03 ND ND 0.1 
4/10 
(40%) 
D - - - 
BP-8 0.2 ND ND 0.1 
2/10 
(20%) 





- - - 













0.73 - - - 
 
Tabla 14. Comparación de resultados, de los compuestos objetos de estudio en 
diferentes matrices (Placenta, leche materna y orina) 

















BPF ND ND ND ND ND ND 
BPS ND ND ND ND ND ND 




















































































Como se ha indicado anteriormente, este trabajo se incluye dentro de un proyecto 
más amplio, cuya duración estimada es de tres años. Los objetivos que se perseguirán a 
partir de ahora son: 
- Reclutar el mayor número de madres posible 
- Aplicar la metodología desarrollada en el presente trabajo a todas las 
muestras de leche disponibles 
- Poner a punto y validar una metodología analítica adecuada para la 
determinación de compuestos orgánicos persistentes (OCPs y PCBs) en 
muestras de leche materna y aplicar la metodología a todas las muestras de 
leche disponibles 
- Llevar a cabo los pertinentes análisis estadísticos para establecer los 





























Las conclusiones de la presente Memoria de Trabajo Fin de Máster son las 
siguientes: 
 
1. Se ha desarrollado un nuevo método analítico para la determinación del 
contenido total de diferentes disruptores endocrinos químicos no persistentes 
(bisfenoles, parabenos y benzofenonas) en muestras de leche materna humana.  
Todos los parámetros involucrados en el proceso de extracción se han optimizado 
con el objetivo de conseguir un método lo más sensible posible. 
2. Se ha validado el método desarrollado. Los parámetros obtenidos (límites de 
cuantificación y detección, rango dinámico lineal, linealidad, selectividad y 
exactitud) indican que este método es perfectamente adecuado para su aplicación 
a muestras de leche materna. 
3. Se ha aplicado la metodología desarrollada a 15 muestras de leche materna 
donadas por voluntarias del BLCHUG.  
4. Los datos de biomonitorización obtenidos indican que la exposición humana a 
disruptores endocrinos es significativa, destacando el contenido de MP, EP, PP, 
BP, así como de BPA, BP-1 y BP-3 en leche materna. Por tanto, serían necesarias 
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Nombre de la donante:  
Código proyecto:  





A.  CARACTERÍSTICAS SOCIODEMOGRÁFICAS 
1. Lugar de residencia ____________________________ 
2. ¿Cuánto tiempo lleva viviendo en ese lugar? _____________________ años 
3. Considere los últimos 10 años. ¿Está su residencia próxima a una zona con actividad 
agrícola (<5Km)? 
1.     No 
2.     Sí  
      Nº Años_________ 
4. Considere los últimos 10 años. ¿Está su residencia próxima a un lugar con invernaderos 
(<5Km)? 
1.     No 
2.     Sí  
      Nº Años __________ 
5. Considere los últimos 10 años. ¿Está su residencia próxima a una zona con alguna actividad 
industrial (<5Km)? 
1.     No 
2.     Sí  
      Nº Años________ 
6. Considere los últimos 10 años. ¿Qué tipo de actividad industrial (<5Km)? (reparación de 
coches, maquinarias, gasolineras…) garaje,...) 
1.     No 
2.     Sí  
      Nº Años________ 
7. ¿Qué características presenta su calle? 
     1. Calle   
     2. Avenida               
     3. Camino rural                
     4. Plaza           
     5. Otras: _____________ 
8. ¿Qué tipo de vivienda tiene (casa, piso, chalet…)? ____________ 
9. ¿Qué estudios tiene usted? 
 
      1       Hasta primaria 
      2       Secundaria 
3EstudiosUniversitarios 
10. ¿Qué estudios tiene su cónyuge? 
 
     1       Hasta primaria 













B. CARACTERÍSTICAS ANTROPOMÉTRICAS 
11. ¿Cuánto mide usted? ______________________________ Cm 
12. ¿Cuánto pesa usted? ______________________________ Kg 
13. ¿Cuánto peso ha ganado durante el embarazo? _____________ Kg 
14. ¿Cuánto peso ha perdido desde el parto? ____________ Kg 
15. Con respecto a antes de quedarse embarazada (Y NO ANTES DEL PARTO), cree usted 
que ha:  
1.     Perdido peso 
2.     Ganado peso 
 3.      Se ha mantenido igual 
16. ¿Se encuentra usted bajo algún programa de pérdida de peso activo?  
1.     No 
      2.     Sí ¿Cuál? __________________ 
17. Nº Semanas de gestación ____________________ 
18. ¿Cuál ha sido la longitud del bebe al nacer? _______________ Cm 
19. ¿Padeció diabetes gestacional durante el embarazo? 
     1. No 
     2. Sí 
 
C. CONDICIONES DE SALUD 
20. ¿Le han puesto alguna vez un empaste? 
1.     No 
2.     Sí 
21. En caso afirmativo, por favor especifique: 
Tipo Amalgama Composite 
Número de empastes   
22. ¿Cuánto tiempo hace desde que le pusieron un empaste por última vez? __________meses 
 
D. ESTILOS DE VIDA 
23. ¿Ha fumado con anterioridad? 
      1.     Nunca 
      2.     Sí 




E. ASPECTOS RELACIONADOS CON LA DIETA 
Las preguntas de dieta se refieren a los hábitos de vida de la mujer 
fuera del embarazo, NO durante el embarazo 
25. ¿Qué tipo de agua bebe usted más frecuentemente? 
1.     Agua del grifo 
2.     Agua mineral  
26. ¿Cuánta agua bebe? ________________vasos/día. (1 vaso=250mL) 
27. ¿Con qué frecuencia come pescado y marisco? 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
28. ¿Con qué frecuencia come pescado blanco?  
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
29. ¿Con qué frecuencia come pescado azul? 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
 5.     Más de dos veces por semana 
30. ¿Con qué frecuencia consume productos lácteos? (no queso) 
1.     Nunca 
2.     Dos veces por semana o menos 
3.     Más de dos veces por semana 
4.     Todos los días 
 
 
                                         DESNATADOS  /    ENTEROS 
 
 
31. ¿Qué tipo de leche consume? 
1.     Entera 
2.     Semidesnatada 
    3.     Desnatada 
32. ¿Cuánta leche toma al día? __________________vasos/día 
 
33. ¿Con qué frecuencia come queso? 
1.     Nunca 
2.     Dos veces por semana o menos 
3.     Más de dos veces por semana 
4.     Todos los días 
34. ¿Qué tipo de queso consume más frecuentemente? 
 
1.     Fresco 
2.     Semicurado 
3.     Curado 
4.     Indistintamente 
 
35. ¿Con qué frecuencia consume embutidos y fiambres? 
 
1.     Nunca 
2.     Dos veces por semana o menos 
3.     Más de dos veces por semana 
4.     Todos los días 
36. ¿Qué consume con mayor frecuencia? 
 
1.     Embutido 
2.     Fiambre 
 
37. ¿Con qué frecuencia come carne? 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
 
38. ¿Qué tipo de carne consume más frecuentemente? 
 
1.     Pollo 
2.     Cerdo 
3.     Vacuno 
4.     Ovino 
5.     Indistintamente 
 6.     Otros 
39. ¿Con qué frecuencia come carne roja (ternera, cerdo, cordero…) ? 
 
 1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
40. ¿Con qué grasa cocina habitualmente? 
 
1.     Aceite de oliva 
2.     Otros aceites vegetales 
3.     Grasa animal 
4.     Indistintamente 
41. ¿Consume mantequilla y/o margarina? 
 
1.     Nunca 
2.     Mantequilla 
3.     Margarina 
4.     Indistintamente 
 
42. ¿Con que frecuencia  consume mantequilla y/o margarina? 
 
1.     Nunca 
2.     Una vez por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
5.     Más de una vez al día 
 
 
43. ¿Con qué frecuencia come legumbres? (lentejas, garbanzos,....) 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
 
44. ¿Con qué frecuencia come verduras cocinadas? 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
45. ¿Con qué frecuencia come vegetales crudos? 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
46. ¿Con qué frecuencia come fruta? 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
47. ¿Con qué frecuencia come huevos? (fritos, en tortilla, cocidos...) 
 
1.     Nunca 
2.     Menos de una vez por semana 
3.     Una vez por semana 
4.     Dos veces por semana 
5.     Más de dos veces por semana 
48. ¿Con qué frecuencia come pan? 
 
1.     Nunca 
2.     Una-dos veces por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
5.     Más de una vez al día 
 
49. ¿Con qué frecuencia consume chocolate? 
1.     Nunca 
2.     Una-dos veces por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
5.     Más de una vez al día 
50. ¿Con qué frecuencia consume arroz? 
1.     Nunca 
2.     Una-dos veces por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
 
5.     Más de una vez al día 
51. ¿Con qué frecuencia consume pastas? (macarrones, espaguetis,...) 
1.     Nunca 
2.     Una-dos veces por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
5.     Más de una vez al día 
52. ¿Con qué frecuencia consume cereales? 
1.     Nunca 
2.     Una-dos veces por semana 
3.     Tres-cuatro veces por semana 
4.     Una vez al día 
5.     Más de una vez al día 
53. ¿Consume comida enlatada? 
1.     No 
2.     Sí 
 
54. En caso de respuesta afirmativa, ¿Cuántas latas de conserva consumen a la semana? 
________________latas/semana 
 
55. ¿Ha variado su dieta considerablemente en los últimos doce meses? 
1.     No 
2.     Sí 




57. ¿Come comida ecológica? 
1.     No 
2.     Sí        




59. ¿Con qué frecuencia come comidas fritas? 
 
1. Nunca 
2. Menos de una vez por semana 
3. 1 vez por semana 
4. 2-4 veces por semana 
5. 5-6 veces por semana 
6. A diario 
 






SUPLEMENTOS Y OTROS HÁBITOS DIETÉTICOS 
61. ¿Ha tomado usted suplementos nutricionales? 
 
       1. No (Fin Cuestionario) 
       2. Sí 
 
 
62. Preparados de calcio (Una unidad…) 
1. Nunca 
2. Menos de una vez por semana 
3. 1 vez por semana 
4. 2-4 veces por semana 
5. 5-6 veces por semana 
       6. A diario 
 
63. Suplementos ricos en fibra (Una unidad…) 
1. Nunca 
2. Menos de una vez por semana 
3. 1 vez por semana 
4. 2-4 veces por semana 
5. 5-6 veces por semana 
       6. A diario 
64. Multivitaminas (Una unidad…) 
1. Nunca 
2. Menos de una vez por semana 
3. 1 vez por semana 
4. 2-4 veces por semana 
5. 5-6 veces por semana 
       6. A diario 
65. Otros suplementos (Ácido fólico, yodo…) (Una unidad…) 
1. Nunca 
2. Menos de una vez por semana 
3. 1 vez por semana 
4. 2-4 veces por semana 
5. 5-6 veces por semana 





























A) CREMAS SOLARES 
1. Frecuencia de aplicación de cremas solares 
 En esta pregunta, queremos saber con qué frecuencia has usado crema solar en los 
últimos 30 días. Por favor, indica cuantos días (1.1) y con qué frecuencia (1.2) has usado crema 
solar en las áreas corporales marcadas  de gris: 
Área corporal Últimos 30 días 
(A) Aplicación total 
 
1.1 Un total de ______ días 
1.2 una media de 
 1 vez al día 
 2 veces al día 
 3 veces al día 
 4 veces al día o más 
(B) Sólo en cabeza y brazos 
y/o piernas 
 
1.1 Un total de ______ días 
1.2 una media de 
 1 vez al día 
 2 veces al día 
 3 veces al día 
 4 veces al día o más 
(C) Sólo cabeza 
 
1.1 Un total de ______ días 
1.2 una media de 
 1 vez al día 
 2 veces al día 
 3 veces al día 
 4 veces al día o más 
 
2. Nombre y Factor de protección de la crema solar utilizada  
Por favor, indica, con el mayor detalle posible, en nombre (Nivea, Garnier,…) y tipo de 
aplicación (Spray, crema,…) y el factor de protección de la crema más usada en los últimos 30 
días  
Nombre Tipo de aplicación Factor de protección 
   
 
 
3. Protector labial 
 En general, está usando algún tipo de protector labial (en barra, crema…)  
Nombre Tipo de aplicación Factor de protección 




B) USO DE COSMÉTICOS 
4. En general, ¿con qué frecuencia ha usado los siguientes productos en los últimos 30 días? 
 
















4.1 Crema facial        
4.2 Loción corporal        
4.3 Crema de manos        
4.4 Mascarilla        
4.5 Maquillaje        
4.6 Tónico facial        
4.7 Pintalabios        
4.8 Lápiz de ojos        
4.9 Sombra de ojos        
4.10 Leche facial        
4.11 Pintauñas        
 
5. En general, con qué frecuencia realiza las siguientes actividades? 
 Semanalmente Varias veces al mes Mensualmente Menos de una vez al mes Nunca 
5.1 Tratamiento 
facial __________ 
     
5.2 Manicura      
5.3 Pedicura      
5.4 Uñas acrílicas      
5.4 Masaje      
5.5 Tinción de 
pelo 




     
 
C) USO DE PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL 
5. En general, ¿con qué frecuencia ha usado los siguientes productos en los últimos 30 días? 
 
















5.1 Champú ________        
5.2 Gel ____________        
5.3 Desodorante        
5.4 Acondicionador        
5.6 Laca/cera/espuma        
5.7 Colonia/perfume        
5.8 Pasta de dientes        















































































































































































































































0 425 70 30 
1 425 70 30 
A - 90 AGUA: 10 ACN 
 0.1% ÁCIDO FÓRMICO 
10 425 32 68  
11 425 32 68 
B - 10 AGUA : 90 ACN  
0.1 % ÁCIDO FÓRMICO 
11,1 425 70 30 
 
12,5 425 70 30 
 
 
